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GABA 对 小 鼠 大 脑 皮 质 中 GABA 
受 体 胚胎 发 育 的 调节 


陈 中 外 陆 叶 世 鸣 玉 剑 琴 
ey 
(南京 把 学 生物 系 ” 府 京 、2100931 " 


A 摘要 ”本文 用 GABA 及 其 受 体 激 动 剂 和 牛 抗 剂 处 理 培 养 的 胚胎 小 局 大 脑 皮 层 神经 细胞 以 
及 精确 计时 的 妊娠 小 鼠 、 用 放射 配 体 结合 法 检测 GABA。 及 GABAs 的 结合 位 点 数目 ， 了 醋 究 了 
GABA 对 小 鼠 大 脑 皮层 GABA 受 体 胚胎 发 育 的 调节 作用 ， 结 果 表 明 ; ‘1'GABA 可 使 培养 15 一 
17 天 妊 龄 的 凸 胎 小 鼠 大 脑 皮层 神经 细胞 及 出 生 第 1 天 的 仔 鼠 大 脑 皮 层 中 的 GABA。 及 GABA 
受 体 数目 增加 ， 这 种 作用 可 被 九 蔓 醉 (Mus) 及 巴 氨 苏 {Bac) 分 别 模拟 、 对 GABAA 受 体 的 作用 可 
为 项 包 特 丹 酸 (Bici 所 阻 断 ; 艺 用 GABA 处 理 妊 娠 7 一 13 天 的 小 鼠 ， 仔 鼠 出 生 第 1 天 其 大 脑 皮层 
的 G4ABA。 及 GABAs 受 体 数 目 均 无 变化 ; 弛 用 GABA 人 处 理 妊 娠 14 一 19 天 的 小 鼠 ， 仔 鼠 出 生 
的 第 上 无 其 大 脑 皮层 中 的 GABA， 受 体 数目 增加 而 GABA8 受 体 数 目 不 变 : 1: 用 GABA 处 理 妊 
赋 了 19 大 的 小 恨 ， 仔 鼠 出 生 第 1 天 其 大 脑 皮层 中 GABA。 及 GABA8 受 体 数 日 增加 。 这 说 明 
在 胚胎 发 育 的 特定 时 期 肉 ，GABA 可 诱导 其 受 体 数 目的 增加 ， 这 个 作用 是 昌 GABA 受 体 调节 
的 。 


y A 
By 关键 词 ，GABA， ee 由” 巴 氮 芬 ， 背 包 牡丹 碱 ET 长, 受 本 
4 > 机 


近年 来 的 许多 研究 发 现 ， EN a 
且 它 在 神经 元 的 发 育 过 程 中 也 有 重要 的 作用 。GABA 在 神经 系统 发 育 时 期 可 作为 一 种 
化 学 信号， 影响 神经 胚 的 运动 ， 刺 激 神 经 元 的 迁 黎 ， 促 进 幼 年 大 鼠 海 马 神 经 元 (Barbin， 
1993) 及 小 脑 颗 粒 细胞 的 增殖 与 分 化 (Hansen。、1988); GABA 也 能 改变 神经 细胞 的 超 微 结 
构 。 并 且 与 罕 触 的 形成 有 关 (Spoerri，1988)。 本 文 用 培养 的 是 胎 小 和 饼 神 经 细胞 及 妊娠 小 鼠 
作为 研究 对 象 ， 用 放射 配 体 结 合法 来 检测 由 GABA 诱导 的 胚胎 小 鼠 大 脑 皮 层 中 GABAA 
及 GABA 结 人 台 位 点 数目 的 变化 ， 为 GABA 的 神经 营养 作用 的 可 能 机 制 提 供 实验 依据 ， 
并 证 实 GABA 的 神经 营养 作用 是 由 GABA 受 体 来 介 导 的 。 


1 材料 与 方法 
1.1 动物 与 药物 


昆明 系 孕 鼠 由 南京 大 学 动物 中 心 提供 ，3H-GABA 为 上 海原 子 能 研究 所 产品 ， 多 聚 
赖 氨 欢 、 蝇 莹 醉 (Mus)，、 巴 握 芬 {(Bac) 均 为 美国 Sigma 产品 ， 荷 包 牡 丹 碱 (Blc) 为 Vega 产 


省 现在 海南 师范 太 学 
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品 ， 阿 胞 糖 弟 是 十 海 十 二 药 三 产品 ，RPMII1640 培养 液 是 G1BCO 产品 、 其 余 试 剂 均 为 国 
记分 析 纯 ， 
1.2 及 胎 小 妃 大 脑 皮 层 神 经 细胞 (ENCC) 的 培养 

按 Hansen(19&%) 的 方法 坡 15 一 17 天 胚胎 小 鼠 的 大脑 皮层 神经 细胞 进行 培养 ， 简 述 如 
让， 孕 矢 处 外 后 无 茵 条 什 下 取 四 上 虾 胎 小 女 ， 夹 取 基 大脑 皮层 ，0.25%6 胰 醒 消 化 后 ， 用 钢丝 
网 (200 [41) 过 小 、 反 复 借 心 沈 泛 两 次 ， 加 含 10 迪 小 牛 血清 的 RPM11640 培养 液 稀释 至 | x 
10’ 个 细胞 ml， 将 稀释 后 的 细胞 接种 于 顶 先 用 多 聚 赖 氨 酸 包 被 的 直径 7 cm 的 培养 四 
中 ; 罗 h 而 ， 用 4 mul' EL 的 抽 驹 糖苷 处 理 纽 胞 ; 两 天 后 换 深 ， 山 含 GABA4L< 
10 mol L) 或 Must1 :10” mol LL) 或 Bac(t1.5x 10” mel 人 LL) 的 新 鲜 培 养 液 ， 对 照 组 
\ 备 这 些 药物 : 后 凑 两 天 而 用 0.32 mol， “上 的 昔 糖 溶 诬 软 获 细 了 胞 。 
1.3 动物 的 处 理 

将 小 居 同 息 后 ， 习 时 时 人 #4 在 阴 门 ， td 第 50 以 精确 计时 的 孕 
由 他 为 4 车 A，B，C 3 组 各 [0 只，DD 组 为 20 其。 每 日 定时 定量 给 吾 王 腹腔 注 币 由 应 
的 药物 1 ml， 处 理 的 时 程 太 药 物 见 表 [; 

表 ! 实验 动物 的 分 组 
Tab, 1 The groups of the cxperimental animal 
和 态 B < D 


弓 蝇 二 
村 是 组 宇 验 组 对照 组 实验 组 卦 昭 组 实验 组 。 对 申 组 网 出 栈 组 己基 上 站 坚持 下 哉 证 








处 悍 了 时 和 人， 村 赋 了 -0 姬 刻 [4 一 1 妊娠 7 一 19 寻 外 -了 一 10 
药物 种 居 对 路 刀 : 生理 起 水 灶 师 组 :生理 起 水 ;三 点 BAITIU mg ,hgl 
总 此 剂 试 宁 拆 组 :GABAIIDN mg, kg) Blivt32 0g he): Bacia me hel, Musis me kel 


1.4 ”小姐 大 脑 皮 层 腊 受 体制 剂 的 制备 

膜 受 体制 剂 按 Yen(1989) 和 Meier(1984) 的 方法 稍 作 改进 ， 制 备 GABA、 受 体 腊 制剂 
的 缓冲 次 中 含 0.02%Triton X-100， 制 备 GABAsp 受 体 膜 制 章 的 缓冲 流 中 含 
25 mmol L CaCl:。 

1.5 GABA 受 体 分 析 

GABA, 和 GABAs 受 体 分 析 按 Meierf1984) 报 道 的 方法 进行 ， 并 加 以 改进 。 

GABA。 受 体 的 分 析 ， 取 500 Al 膜 制剂 ( 含 腊 蛋 白 0.5 mg)。 加 入 不同 浓度 的 “HH- 
GABAL0.3，3，4，9，12，18、50，100，200，400、S00、600nmoltyL 12 个 不 同 浓 
度 )， 非 特异 性 结合 组 用 1 10” mmvol/L GABA， 加 适量 相应 的 绎 冲 访 ， 混 勺 后 耳 4C 
结合 20 min、 半 改进 导 理 方法 ，1200g 4 人 离心 30 min 终止 结 侣 反应 ， 用 冰冷 重 族 水 
洗 黄 遍 ， 加 适量 祷 合 令 ( 由 栈 ，HH,O;= 1 :3)，280C 消化 1! hp， 然后 加 入 等 其 的 申 某 闪 烁 液 
{S00 ml 中 条 中 含 2.5 gPPO+0.25 gPOPOP) 和 乙 二 醇 乙 县， 混 习 ， 十 PACARD 液体 闲 
烁 计数 迪 测 CPM 贷 . 

GABAN 受 体 分 析 ， 同 上 - 取 腊 制剂 ， 加 入 不 同 浓度 的 H-GABA(4.7，10，16，18， 
5S0， 100，300，600mmol ”LS 个 不 同 浓 讼 )， 非特 异性 结合 组 用 1x 107 
mmol，L Bac、 加 适量 相应 缓冲 液 ( 含 10 jmol /LMus})， 混 义 后 同上 述 GABA, 受 体 处 
归 方 法 测 伴 品 CPM 值 ， 
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1.6 蛋白 质 含 量 测定 
用 季 趣 Bradford 法 测定 各 腊 制 剂 中 重 白 质 含量 。 
1.7 数据 处 理 
通过 Scatchard 上 巾 线 分 析 、 求 得 GABA。, 及 GABAs 受 体 的 解 离 常数 (Kd) 与 最 大 结合 
值 (Bmax)， 有 的 组 数据 按 号 宝玉 (1991) 方 法 计算 下 GABA 、 和 GABA 受 体 数 日 
{pmol mg 仍 白 )。 各 组 实验 结果 均 为 5 个 数据 的 插 均 值 土 标准 误 (x 土 s)， 与 对 照 组 的 差 
异 显 普 人 性 位 验 用 一 检验 法 。 
2 结果 
2.1 不 同 药物 对 培养 的 胚胎 小 鼠 大 脑 皮 层 神经 细胞 中 GABA 及 GABAs 受 体 数目 的 作用 
GABA 和 蜡 些 醇 能 使 胀 胎 小 鼠 大 脑 皮层 神经 细胞 中 GABA，。 受 体 数目 增加 航 显 著 
(P<0.01)、GABA 和 内 氮 芬 能 使 神经 细胞 中 GABA 受 体 数量 增 折 也 极 星 著 (P<0.01)， 
见 表 2。 


表 2 不 同 药物 对 培养 的 胚胎 小 鼠 太 脑 皮层 神经 细胞 中 GABA, 及 GABAs 受 体 的 影响 
Tab. 2 The cffects of different drugs on GABA, and 人 和 BAB receptors of culturcd neurons of 


embryonic mice cerebral corteX 





汉 别 GABA, 受 件 疏 量 GABA 受 体 数 日 
Ipmo] me Prolen) (pmol/ mg prolern} 
村 蚂 3 4 1 0D ph 2 14 + 和 丰 .35 
品 ABA 16.5+631°” 50=0.28"°" 
Mus SEEnSI " = 
Bu: 一 b S6 士 D SR“ 


数据 态 为 二 ate st Presenled uy mean +standard erroris 1 一 5 (the number of the testh 
中 其 袜 检 拍 凡 为 于 松 牡 1 一 stgntliv:tnlt drfferenee test)s **; 也 <1UL (vs contrel groupl: 


表 3 GABA 对 发 育 中 的 胚胎 小 眼 大 脑 皮 层 GABA 受 体 的 影响 
Tab. 3 The effect of GABA on development of GABA, receptor in embryonic mice cerebral 














高 琳 和 性 受 体 低 问 和 性 受 体 

组 别 B Kd B Kd 
a Inmal “me proten) inmol, L} tpmeol mg protern) inmot 7 工 | 
入 对 赔 组 0.7%=0.13 0 43+1) 19 4d.40+tD66 48 9= 3.2 
4 人 7 一 13 大) 实验 纠 DR OS 0.4n0+0.12 4R5+t2 8U 48 5ST2.8 
B 时 照 组 D7yz 0.15 0.43+0.13 4.41 + 0,60 48.7+3] 
414 一 19 天 | ”实验 组 “J 00+D3jl 0.3%= 0.24 ”8.00+0 48 575+47 
C 村 由 组 0 73+0j6 N43=0.21 43R=0S7 5] 2+38 
门 一 19 天 上 ”实验 组 “1 58+0.34 O49+028 “"8 50=051 S59.4=4.9 





数据 均 为 x 士 5 ldute -re Presenred as mena +standard error): x= 5 (the number of the test)t 
显 鞭 性 检验 均 洒 : 检 骆 11gmftecans difference testl; *: P<0.05, **; P<O0l (Vs coatrol group)。 
22 GABA 对 发 育 中 的 胚胎 小 鼠 大 脑 皮 层 GABA 和 GABAs 受 体 作用 
用 GABA 处 理 奸 娠 第 7 一 13 天 的 母 因 (A 组 )， 对 出 生 第 一 天 的 仔 鼠 大 上 脑 皮层 的 
GABAA 和 GABAs 受 作 无 影响 ， 用 GABA 处 理 奸 娠 第 14 一 19 天 的 母 鼠 (B 组 )， 可 使 出 
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生 第 -天 的 生 限 大 议 皮 屋 遍 茶 和 性 的 GABA, 受 体 数 月 显著 开 如 (P<0.0$}， 使 的 杂 和 性 
GABA, 受 体 数 盯 极 蜡 匣 增加 tiP<0.0N1)， 但 它们 的 灯 和 性 (Kdj 均 无 变 雍 ，GABAs 受 体 数 
是 无 明 显 变化 [ 帮 3 用 GABA 处 理 妊娠 第 7 一 19 天 的 母 区 (C 组 )， 可 使 出 年 第 1 关 仔 鼠 
太 脑 皮层 高 亲 和 性 及 低 亲 和 性 的 GABA， 受 体 数目 极 显 委 增 加 (P<Unl)，GABAB 受 体 数 
日 显著 增加 (P<N.05)、 风 表 44。 
2.4 不 同 药物 对 发 育 中 的 胚 膀 小 鼠 大 脑 皮 层 GABA。 及 GABas 受 体 数 生 的 影响 

用 Mus 和 Bar 处 理 妊 娠 第 7 一 19 天 的 还 芭 (D 组 }、 可 分 别 使 出 生 弟 1 天 仔 忆 大脑 皮 
层 GABAs 和 GABAg 和 受 体 数 日 好 管 增加 (P<0.QU、 叹 Bic 可 佑 GABA。 受 体 数 晶 极 显 
瘟 沽 少 [(P<0.01)。 克 此 5. 

表 4 GABA 对 发 育 中 的 古 胎 小 碌 大 脑 皮 层 GABAn 受 体 的 影响 


Tab.4 The effect of GABA on development of GABA receptor in embryonic mice cerebral cortex 








417 一 13 入 | B(14 一 19 和 天) C47 一 19 天 ) 
组 别 
村 需 组 实 邓 组 对 照明 实验 组 对峙 组 实验 组 
B-,， 295+1145 人 人 二 全 3 1.0040 29 32S+0bl 3 1U=0 52 36at057” 
Kd 168 5+34 Jns Ss+«9 lu t+t47 [tb 5~6l1 64 5+52 159 53—42 


数 想 二 为 让 1datdu rr prevented -ractm -audard errorl n= 5 (the number of the testl， 显著 性 检验 均 为 


一 由 蛤 人 rsS-gntricant dilererve testi #; fF NO tv contral groupls Bn: pmoL ‘mg proten, Rdnmal L 
表 S 不 同 药 物 对 发 育 中 的 师 胎 小 鼠 大 脑 皮 层 GABA、 和 GABAs 受 体 数目 的 影响 
Tab, $s The effects of different drugs on GABA, and GABAB receptors of embrvonic 
mice cerebral cortex 








组 别 村 上 照 组 GABA 组 Mus 组 Br 组 Bac 一 
GABA,.R hn4=1) 52 [7 5S7=2n5"° 2%22-376"" 4.75 tN.s7"” 二 
GABApR 4 521N 01 18=0.98" 一 一 1082- 1 





GABA,R: GABA 受 体 歼 日 (the number Mf GABA。，receptor ipmnI，me proteinl GAHABR:， GABA 受 体 数 
Hithe number of GABA retchtcr) ipmnL me protelnl- 

数据 均 为 二 (dita are presented ds mean+standard errorh n=5 1the number of the test); 显著 性 检 验 均 为 
1 检验 1 一 signlJicuant dilferenve testts *: P<ONS, wn *; PZO0 (vs cantrol roun), 


3 讨论 


GABA 对 发 痛 中 的 神经 系统 具有 营养 作用 已 得 到 了 许多 实验 证 实 。 在 小 鼠 且 胎 发 育 
的 第 7 一 & 天 ， 神 经 板 开 始 形 成 、 这 是 神经 系统 胚胎 发 育 的 第 期 ， 至 第 14 天 时 。 原 始 的 大 
脑 皮层 开 始 发 育 ， 这 是 高 级 神经 系统 发 育 的 开始 : 以 第 14 天 起 到 出 生 这 - :时 期 为 神经 系 
统 胀 入 发 育 的 晚期 { 俞 熙 珠 。19&5)， 我 们 在 母 鼠 妊 妃 第 7 一 13 天 给 予 GABA， 结 果 南 明 
GABA 开 不 能 使 发 育 中 的 胚胎 小 鼠 大 脑 皮 层 的 GABA。 受 体 数 日 增加 ; 而 从 第 14 一 19 天 
或 从 第 7 一 19 天 给 予 GABA， 均 能 使 发 育 中 的 胚胎 小 鼠 大 脑 皮层 的 GABA。 受 体 数 曲 增 
加， 并 且 7 一 19 天 处 理 组 比 14 一 1 天 处 理 给 的 GABA 受 体 数 日 增加 园 显 车 ， 说 明 
GABA 对 神经 系统 的 营养 可 能 汪 要 作用 于 胀 脸 发 育 的 晚期 ， 即 大 脑 皮 层 已 开始 发 育 的 阶 
段 。 另外 我 们 从 第 7 一 14 天 或 14 一 19 天 分 别 给 母 民 GABA、 结果 表明 GABA 均 不 能 使 
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有 瞳 鼠 大 脑 皮 层 GABA 受 体 数目 增加 ; 而 从 第 7 一 19 天 给 予 GABA、 可 使 大 脑 皮 层 
GABA 受 体 数目 增加 。 这 说 明了 GABA 对 GABA 受 体 的 作用 可 能 在 是 胎 发 育 早 期 就 
存在 ， 只 是 其 作用 较 弱 ， 不 易 检测 出 来 、 但 随 着 作用 时 间 的 增长 ， 其 作用 愈 显著 。 因 此 ， 
GABA 对 神经 系统 发 育 的 作用 在 胚胎 发 育 早 期 已 存在 ， 当 大 脑 皮 居 开 始 发 育 以 后 ， 这 种 
作用 越 来 越 显著 。 

另外 ， 在 离 体 培养 15 一 17 天 奸 龄 的 胚胎 小 鼠 大 脑 皮 层 神经 细胞 中 加 入 GABAA 受 体 
激动 剂 Mus 及 GABA 受 体 激 动 剂 Bac 可 分 别 使 这 些 细胞 中 的 GABAA 与 GABAs 受 体 
数目 增加 而 给 妊娠 第 7 一 19 天 的 母 鼠 福 射 Mus 和 Bac 可 分 别 使 发 育 的 凸 胎 小 鼠 大 脑 皮 
层 的 GABA， 与 GABAs 受 体 数目 增加 ; 并 且 GABA。 受 体 持 抗 剂 Bic 可 使 GABAA 受 体 
数 日 显著 减少 。 这 说 明 GABA 对 GABA 受 体 数目 的 调节 作用 可 能 是 由 GABA 受 体 介 导 
的 ，GABA 可 促进 GABA 受 体 的 表达 ， 又 通过 GABA 受 体 放大 这 一 作用 。 

GABA 的 神经 营养 作用 已 越 采 越 被 重视 ， 亡 对 哺乳 动物 神经 系统 的 故 育 具有 包 进 作 
用 己基 本 被 让 实 。 随 着 研究 技术 的 不 断 完善 研究 手段 日 益 和 精细 ，GABA 作为 一 种 营养 
因子 的 作用 及 机 制 将 会 得 到 进一步 了 解 。 
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THE REGULATION OF GABA ON DEVELOPMENT:OF 
GABA RECEPTORS IN EMBRYONIC MICE CEREBRAL CORTEX 


Chen Zhong’ Lu Qin Ye Shiming Zhu Jiangin 


(Hepariment sf Binlvgy, Nangne Unirersry Nanjimg 210093) 
Abstract 
Jn order to investigate the regulation of GABA on development of GABA receptors in 
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emhryonic mice cerehra]l cartes, GABA and giands were used to Lreut the embryonic mouse 
cerebra] cortes CellsIEMCC In culture and embryonic mce, GABA receptors were measured 
hy radio giand binding method. The results showed that: 1)} GABA could increase In the 
number of GABA, 3nd GABA receptors of EMCC of 15—17 day embryvnic mouse In CU]- 
ture and rosiniatal day LPN ]) mnuse cerebral cortes th iin, dnd this effect could be mimic- 
ked by muscima]l and baclvlen. and bhlocked hy hizucalline. 2) Treated with GABA from 
embryonte duy 7 ta t3. the nusnbhec of GABA, dnd GABAn receptors of PN 1 mice cere- 
bral vartex remained unchanged. 3) Treuled with GABA From cmbryonic day 14 to 19, the 
numbher of GABA, ceceptor of PN 1 mice cerebral cortex increased， but that of 
GABAB receptor remalned unchanged. 4) Treated with GABA from emhryonic day 7 to 
19、the namber of GABA, ind GABA receptors DF PN 1 mice cerebral cortex increased 
signiticanitly. The results suEzested that GABA could promote the expression of GABA 
recentors in spevial stage of embryonic development, and this action was mediated by 
GABA recentors. 

Key words GABA， GABA。 reveptor, GABAp receptor, Muscimol, Baclofen, 


Bicuculline 
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